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1    UVOD                    
Regeneracijska sposobnost tkiv pri sesalcih je relativno omejena. To je lahko problematično 
predvsem po različnih boleznih, hujših vnetjih, operacijah in drugih stanjih. Zato je 
poznavanje dejavnikov, ki vplivajo na regeneracijo, izrednega pomena. S poznavanjem 
mehanizmov in dejavnikov, ki vplivajo na regeneracijo tkiv bi tako lahko razvili nove 
postopke in zdarvila, s katerimi bi pospešili celjenje različnih tkiv. 
 
Za dober študijski model so se izkazali nižje razviti vretenčarji – dvoživke (Amphibia). Imajo 
izreden regeneracijski potencial in pri nekaterih dvoživkah lahko celo pride do spontane 
regeneracije celotnega tkiva v novo funkcionalno tkivo. 
1.1   NAMEN IN POVOD DELA    
V diplomski nalogi bom predstavila nekaj modelov (dvoživk) za proučevanje mehanizmov 
regeneracije. Del pozornosti bom namenila tudi posebnostim, ki so prisotne pri dvoživkah in 
jim omogočajo tako izjemno regenerativno sposobnost. Zaenkrat še ni povsem jasno v 
kolikšni meri nam bodo te raziskave pomagale pri apliciranju na človeka, zagotovo pa bodo 
pripomogle k boljšemu razumevanju mehanizmov in dejavnikov, ki vplivajo na regeneracijo. 
Poznavanje regeneracijskih mehanizmov in dejavnikov bi potencialno pripomoglo k 
izboljšanju metod povečanja regenerativne sposobnosti tudi pri človeku. Perspektivno bi bilo 
razmišljati, da bi nam pridobljena znanja lahko služila pri aplikacijah pri regenerativni 
medicini, personaliziranem zdravljenju, celjenju poškodb in operativnih posegih.  
2    OSNOVNE ZNAČILNOSTI IN DELITEV DVOŽIVK          
Dvoživke spadajo v podrazred vretenčarjev Lissamphibia. Odrasle živali so mesojede, imajo 
štiri okončine in v večini živijo v vlažnih okoljih, kot so na primer gozdna tla in jame. 
Najdemo jih celo v suhih puščavah. S pomočjo pljuč ali kože izmenjujejo pline, koža pa služi 
tudi kot obrambni mehanizem, saj lahko izločajo strupene snovi preko žlez. Imajo dobro 
razvit limfni sistem in za razliko od sesalcev potrebujejo zunanji vir toplote za ohranjanje 
telesne toplote (Pušnik, 2020).  
Podrazred dvoživk Lissamphibia delimo na tri redove: Caudata oz. Urodela (močeradi in 
pupki), Anura (žabe in krastače) ter Gymnophiona (breznožci tropskih krajev) (Vences in 
Köhler, 2007; Pušnik, 2020). Ker se v literaturi v večini pojavljajo raziskave zgolj pri redovih 
Caudata in Anura, se bom predvsem osredotočila na njiju. Red Caudata poznamo tudi kot 
repate dvoživke, tj. dvoživke, ki ohranijo rep. Red Anura pa poznamo tudi kot brezrepe 
dvoživke, tj. dvoživke, ki po metamorfozi ne ohranijo repa (Lešnik in Cipot, 2007). Omenjena 
redova se med seboj ne razlikujeta zgolj po morfologiji, temveč imata tudi različen 
regenerativni potencial. Znano je, da imajo brezrepe dvoživke manjšo sposobnost regeneracije 
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celotnega uda kot repate dvoživke, vendar pri slednjih vseeno lahko pride do brez-
brazgotinskega celjenja poškodb kože (Abe in sod., 2020).  
3     OSNOVNI PREGLED REGENERACIJSKEGA POTENCIALA ČLOVEKA IN 
DVOŽIVK       
Regeneracijski potencial pri sesalcih je definitivno bolj omejen kot pri dvoživkah, vendar 
vseeno lahko zasledimo primere regenerativnega celjenja poškodb. Regenerativni potencial je 
pri človeku najbolj izražen v zgodnjih razvojnih stopnjah, ko je zarodek še v maternici. 
Tekom postnatalnega razvoja se sposobnost regeneracije le še zmanjšuje (Mescher in Neff, 
2005). Podobno je mogoče opaziti tudi pri dvoživkah, saj tudi pri njih pride do zmanjšanja 
regeneracijske sposobnosti po uspešni metamorfozi – preobrazbi v odraslo žival (Yakushiji in 
sod., 2007). 
 
Najbolj očiten proces regeneracije tkiva pri sesalcih sta stalna regeneracija krvnih celic ter 
celic epidermisa kože (Zhao in sod., 2016). Navadno lahko pride do relativno uspešnega 
celjenja površinskih ran, kar lahko opazujemo pri vsakodnevnem celjenju manjših prask, ran, 
površinskih ureznin in drugih podobnih ranah. Pri večjih ranah, ki segajo tudi v področje 
dermisa kože običajno pride do tvorbe brazgotinskega tkiva (Abe in sod., 2020). Vendar je 
poznan primer, pri katerem pride celo do celjenja nižjega sloja celic – dermisa kože – in je bil 
opazovan pri poškodbah, ki nastanejo tekom postopka tetoviranja. Tekom nastanka tetovaže 
pride do več manjših mikropoškodb, ki so se zaradi majhnosti in izzvanju zgolj kratkega 
imunskega odziva zmožne zaceliti brez nastanka brazgotinskega tkiva tudi v primeru 
odstranitve modrega ali črnega barvila iz kože (Ferguson in O'Kane, 2004). Znana  sta tudi 
primera regeneracije tkiva jeter in mišic (Zhao in sod., 2016; Saclier in sod., 2013). Pri večini 
večjih poškodb – običajno po travmatičnih in drugih poškodbah ali operacijah kateregakoli 
tkiva ali organa – pride do brazgotinskega celjenja, kar je problematično z vidika nadaljnje 
funkcionalne uporabnosti poškodovanega tkiva, včasih pa tudi z estetskega vidika (Ferguson 
in O'Kane, 2004). Pri človeku je trenutno eden izmed bolj perspektivnih primerov 
regeneracije vsaj dela uda znan primer regeneracije konice prsta, a zgolj če je del nohta še 
ohranjen (Choi in sod., 2017). V sloju celic pod nohtom se nahajajo odrasle matične celice, za 
katere domnevajo, da imajo pomembno vlogo pri regeneraciji (ponovni rasti) tkiva konice 
prsta (Takeo in sod., 2013). 
 
Dvoživke so sposobne regeneracije mnogo tkiv, najbolj poznan primer je Ambystoma 
mexicanum (mehiški aksolotel), ki spada med repate dvoživke. Pri repatih dvoživkah lahko 
pride do regeneracije tkiv in organov kot so udi, rep, čeljust, hrbtenjača in očesna leča (Zhao 
in sod., 2016). Ravno zaradi izrednega potenciala regeneracije različnih tkiv, ki ga lahko 
zasledimo pri raznih organizmih, so dvoživke izredno dober študijski model regeneracije.  
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4    ZNAČILNOSTI REGENERACIJE DVOŽIVK IN PRIMERJAVA S SESALCI 
Pri odraslih sesalcih pri večjih poškodbah običajno ne poteče proces regeneracije, temveč 
pride do fibroznega celjenja z brazgotinjenjem. Med tem je pri odraslih dvoživkah proces 
regeneracije po večjih poškodbah relativno pogost in posledično je omogočena funkcionalnost 
regeneriranega tkiva. To nakazuje, da se je regenerativna sposobnost tekom razvoja evolucije 
močno zmanjšala (Zhao in sod., 2016). Ravno tako pride do zmanjšanja regenerativnega 
potenciala z naraščajočo stopnjo razvoja (npr. po metamorfozi) oziroma s starostjo organizma 
(Yokoyama, 2008). 
4.1  DVOŽIVKE KOT MODELNI ORGANIZEM IN NJIHOVA UPORABNOST 
Uporaba dvoživk v raziskovalne namene kot modelnih organizmov za študij regeneracije 
udov je smiselna in upravičena, saj je na primer razvoj kosti pri dvoživkah praktično enak 
razvoju kosti pri sesalcih. To je sicer bolj značilno za žabe in krastače, pri katerih pride do 
metamorfoze in manj za močerade in pupke, ki so značilne neotene živali. Neotenost je 
proces,  ko žival doseže odraslo razvojno stopnjo, a vseeno ohrani tkivne značilnosti ličinke. 
Ker pri teh organizmih ne pride do metamorfoze oziroma preobrazbe, pride do osifikacije 
kostnega tkiva v manjši meri, kot to poteka pri žabah in krastačah, kjer se dokončna 
osifikacija zgodi tekom metamorfoze (Song in sod., 2010). Poleg kostnega tkiva imajo 
dvoživke zelo podobno sestavo kot sesalci tudi pri drugih tkivih, kot je na primer koža. Ravno 
tako kot sesalci imajo tanjšo plast epidermisa, pod katero je debelejša plast dermisa (Abe in 
sod., 2020). Poleg tega imajo enako sestavo očesnega tkiva kot ostali vretenčarji, mrežnica 
aksolotla celo vsebuje enake plasti celic, kot mrežnica prašičev – predstavnika sesalcev (Kha 
in sod., 2018; Kim in sod., 2019). 
Ne glede na izvor modelnega organizma bi pridobljena znanja lahko uporabili pri 
regenerativni terapiji kompleksnejših struktur (npr. udov) na različne načine in kot različne 
aplikacije (Cox in sod., 2019): 
- visoka raven poznavanja poškodb epidermisa,  
- vplivanje na nastanek blasteme, 
- dostava signalov za vzpostavitev specifičnih celičnih vzorcev,  
- spreminjanje oziroma vplivanje na imunski sistem, 
- indukcija progenitorskih celic, pridobljenih iz pacientovega tkiva, 
- dostava faktorjev s pomočjo uporabe biomaterialov, npr. hidrogel, 
- natančen nadzor proliferacije in tvorbe specifičnih celičnih vzorcev z uporabo viralnih 
 vektorjev, kot sredstvo za dostavo ali izboljšanje že obstoječih celičnih mehanizmov. 
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4.2  CELJENJE TKIV PRI ČLOVEKU IN REGENERACIJA TKIV PRI DVOŽIVKAH   
Pri dvoživkah lahko pride do regeneracije poškodovanega tkiva, kar pomeni, da se 
poškodovano tkivo nadomesti z novim tkivom, ki je funkcionalno uporabno. Pri sesalcih pride 
pri večjih poškodbah večinoma do tvorbe fibroznega tkiva z brazgotinjenjem, ki ni več toliko 
funkcionalno uporabno, kot je bilo nepoškodovano tkivo. Zato temu procesu ne rečemo 
regeneracija, temveč celjenje rane. 
4.2.1  Potek celjenja rane pri odraslem človeku  
Pri odraslih ljudeh do regeneracije tkiv ali organov običajno ne pride, poteče lahko zgolj 
celjenje  nastale rane. Postopek celjenja je pri ljudeh razdeljen na tri faze. V prvi fazi pride do 
t.i. vnetne reakcije. Ta faza običajno traja od začetka povzročene ali nastale poškodbe do 4-6 
dni. V tem času pride do tvorbe krvnega strdka, vstopa nevtrofilcev in začetka ponovne 
epitelizacije (Yokoyama, 2008). Pomembno vlogo imajo predvsem makrofagi, kateri poleg 
spodbujanja angiogeneze (tvorbe novih žil) sintetizirajo metaloproteinaze matriksa (MMP). 
Te razgradijo kolagen poškodovanih tkiv in spodbujajo ponovno epitelizacijo (Broughton in 
sod., 2006). Druga faza, ki jo imenujemo proliferacija, traja od 4. do 14. dne. V tej fazi se 
potek ponovne epitelizacije nadaljuje, spremeni se sestava matriksa, pride do migracije in 
proliferacije fibroblastov, ter do angiogeneze (Yokoyama, 2008). Transformirajoči rastni 
faktor-β (TGF-) spodbuja fibroblaste k tvorbi kolagena tipa I in zavira izločanje MMP 
(Goldman, 2004). Zadnjo fazo, ki traja od 8. dne do 1 leta, imenujemo faza zorenja. V tej fazi 
pride do preureditve kolagena in odlaganja struktur zunajceličnega matriksa (Yokoyama, 
2008). 
4.2.2  Potek regeneracije pri odraslem aksolotlu  
Pri dvoživkah po poškodbah pride do spontane regeneracije uda, ki ravno tako poteka v treh 
stopnjah. In sicer v prvi fazi, ki jo imenujemo faza celjenja rane in traja prvih 5 dni, pride do 
celjenja epitelija, histolize in izražanja MMP, ki so zaslužne za preureditev zunajceličnega 
matriksa (Yokoyama, 2008; Miyazaki in sod., 1996). V drugi fazi – fazi dediferenciacije, ki 
traja od 6. do 20. dne, pride do dediferenciacije celic, tvorbe blasteme in indukcije izražanja 
specifičnih genov. Pri čemer MMP in formacija apikalne epitelne kapice (AEC) spodbujata 
nastanek blasteme. Zadnjo fazo imenujemo faza obnavljanja in traja od 21. do 30. dne 
oziroma dlje. V tej fazi pride na račun proliferacije celic do rasti blasteme, vzpostavitve 
specifičnih celičnih vzorcev ter ponovne diferenciacije. Pri uravnavanju procesa 
podaljševanja in razvoja uda sodelujejo fibroblastni rastni faktorji (FGF) (Yokoyama, 2008). 
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4.2.3  Signali, ki so pomembni za iniciacijo regeneracije uda  
Specifične gene, ki sodelujejo pri procesu regeneracije, je relativno težko določiti, lažje je 
določiti signalne molekule, ki vplivajo na potek regeneracije. V začetnih fazah regeneracije 
uda so pomembni predvsem sledeči dejavniki:  
Metaloproteinaze matriksa (MMP) 
Kot proteaze pri paglavich med preobrazbo sodelujejo v procesu razgradnje kolagena, pri 
sesalcih pa se aktivirajo v vnetni fazi celjenja tkiva (Fujimoto in sod., 2007; Broughton in 
sod., 2006). Nekatere MMP so ob amputaciji dela uda povišano izražene in jih je do določene 
mere celo možno inhibirati z MMP inhibitorji (Vinarsky in sod., 2005). 
Fibroblastni rastni faktor (FGF) 
Pri regeneraciji sodelujejo kot posredniki celičnih interakcij. Za uspešno regeneracijo in 
razvoj novega tkiva uda sta predvsem pomembna faktorja FGF-8 in FGF-10 (Yokoyama, 
2008). 
Wnt/-katenin 
Pot Wnt/-katenin je evolucijsko ohranjena in nadzoruje celično proliferacijo in migracijo, 
določa celično usodo in polarizacijo celice (Miller in sod., 1999). Preko indukcije faktorja 
FGF-10 sodeluje pri razvoju uda pri piščancih (Ng in sod., 2002). Pomemben pa je tudi pri 
regeneraciji uda pri žabah, vendar ni nujno potreben za uspešno tvorbo blasteme (Kawakami 
in sod., 2006; Yokoyama,  2008).  
Primer regeneracije očesne leče: S pomočjo inhibitorjev Wnt ali Wnt/-katenin poti so 
pokazali, da indukcija te poti ni nujno potrebna za uspešno regeneracijo očesne leče v ex vivo 
sistemu pri navadni krempljarki (Xenopus laevis), po operativni odstranitvi očesne leče. 
Ocenjujejo, da je supresija Wnt/-katenin poti v epitelnih celicah roženice potrebna zaradi 
ohranja oligopotentnosti matičnih celic oziroma zalog njihovih potomk. Kot drugo možnost 
navajajo, da imajo epitelne celice roženice že aktivne Wnt/-katenin aktivatorje, ki ohranjajo 
matične celice na določenem mestu (Hamilton in sod., 2016). Rezultati se razlikujejo od 
Wolffian-ove regeneracije očesne leče pri pupkih, kjer je Wnt/-katenin signalna pot potrebna 
za uspešno regeneracijo očesne leče (Hayashi in sod., 2006). 
Kostni morfogenski protein (BMP)/Msx 
Proteini BMP so del super družine TGF- in sodelujejo pri proliferaciji celic, diferenciaciji, 
preživetju celic in celični smrti (Hogan, 1996). Geni Msx predstavljajo posrednike pri 
delovanju proteinov BMP (Yokoyama,  2008). Oba dejavnika sodelujeta pri zgodnjem 
razvoju uda, saj inducirata nastanek apikalne epitelne kapice (AEC) (Pizette in sod., 2001). 
Oba dejavnika ravno tako sodelujeta pri regeneraciji konice prsta pri miškah, pri človeku pa 
so odkrili izražanje gena Msx-1 po amputaciji konice prsta pri zarodkih (Reginelli in sod., 
1995; Allan in sod., 2006). 
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Primer ponovnega vstopa celic v celični cikel: V študiji so uporabili pupke vrste 
Notophthalmus viridescens, katerim so amputirali ud in preko inhibicije BMP signalne poti 
dokazali, da BMP in vivo spodbuja ponovni vstop celic v S-fazo celičnega cikla. Za enega 
izmed pomembnejših proteinov v serumu se je izkazal protein BMP4. Ocenjujejo, da se ta 
protein v serumu pojavlja v heterodimerni obliki BMP2/4, 4/5, 4/6 in 4/7, pri čemer plazmin 
in trombin sodelujeta pri povečanju aktivnosti proteina, saj heterodimeri razpadejo na 
monomene enote (Wagner in sod., 2017). 
Nevralni signali 
Domneva se, da aksoni v amputiranem udu izločajo t.i. »nevrotrofične faktorje«, ki 
stimulirajo mitotsko aktivnost celic blasteme in up-regulirajo določene gene, pomembne za 
regeneracijo. Dva obetavnejša kandidata omenjenih dejavnikov sta glialni rastni faktor (GFG) 
in FGF-2 (Yokoyama, 2008). 
4.3  DEJAVNIKI,  KI VPLIVAJO NA REGENERACIJO – PRIMERJAVA DVOŽIVK IN 
SESALCEV 
Glavni trije mehanizmi, ki so potrebni, da pride do uspešne regeneracije in vivo so aktivacija 
matičnih oziroma progenitorskih celic, dediferenciacija že diferenciranih celic v progenitroske 
celice, ter konverzija celic, tj. preobrazba enega tipa celic v drugi tip celice (Jopling in sod., 
2011). Za razliko od t.i. regenerativnih vrst, so ti mehanizmi zgolj slabo zastopani pri odraslih 
sesalcih (Zhao in sod., 2016). 
V večini na potek regeneracije oziroma potek fibroze vpliva več dejavnikov. Med temi so 
ekspresija določenih genov, vpliv imunskega odziva, predvsem vloga makrofagov, aktivacija 
matičnih oziroma progenitorskih celic, sposobnost dediferenciacije celic, sposobnost celic, da 
ponovno vstopijo v celični cikel, vpliv epigenetskih faktorjev, kot sta metilacija in acetilacija, 
transdiferencijski potencial celic in najverjetneje tudi drugi (še neznani) dejavniki (Zhao in 
sod., 2016).  
4.3.1  Matične celice  
Najbolj uporabljen način pridobitve novih celic je aktivacija matičnih celic. Med dvoživkami 
ima navadna krempljarka (Xenopus laevis) relativno veliko število pluripotentnih, 
multipotentnih in unipotentnih matičnih celic, katere imajo visoko regenerativno sposobnost. 
V primeru poškodb imajo zato navadne krempljarke relativno veliko zalogo celic, ki lahko 
hitro pridejo na mesto poškodbe in nadomestijo poškodovano tkivo (Zhao in sod., 2016).  
V tkivu odraslih sesalcev je prisotnih zgolj malo tkivno specifičnih matičnih celic. Te so 
predvsem prisotne v tkivih, ki se pogosteje obnavljajo (kri – hematopoetske matične celice, 
koža – epidermalne matične celice). Manjše število matičnih celic pri sesalcih zato predstavlja 
enega izmed glavnih limitirajočih dejavnikov regeneracije (Zhao in sod., 2016). Znan je 
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primer, ko lahko pride do de novo tvorbe osteoblastov iz mezenhimskih matičnih celic, ti pa  
pripomorejo k procesu celjenja kosti (Park in sod., 2012). Fibroblasti v človeškem telesu ne 
vstopijo v proces dediferenciacije tako kot pri dvoživkah, vendar pa imajo pomembno vlogo 
ohranjanja matičnosti rakavih celic (Giannoni in sod., 2010). 
4.3.2  Dediferencijski potencial   
Regeneracija delov telesa je pri močeradih (in pupkih) možna tudi brez aktivacije matičnih 
celic. »Nove« celice ti organizmi pridobijo s pomočjo postopka dediferenciacije (Zhao in 
sod., 2016). Dediferenciacija je proces, pri katerem se diferencirane celice vrnejo v manj 
diferencirano stanje. Pride do zmanjšanja ali izgube morfološke, kemične in funkcijske 
specifičnosti celic (Rožman in Jež, 2009). Potek dediferenciacije je pri dvoživkah (pupkih) 
enostavnejši kot pri sesalcih, saj pri dediferenciaciji miotubulov pride do fosforilacije tumor 
supresorskega proteina Rb (retinoblastom), kar celicam omogoči, da ponovno vstopijo v 
celični cikel. Pri močeradih pride tudi do zgodnje down-regulacije tumor supresorskega gena 
p53, ki deluje kot inhibitor celičnega cikla (Zhao in sod., 2016). Znana je tudi vloga trombina, 
ki pri pupkih stimulira ponovni vstop celic v celično delitev (Straube in Tanaka, 2006). 
Pri sesalskih celicah do fosforilacije proteina Rb ne pride, zato celice na ta način ne morejo 
ponovno vstopiti v celični cikel (Pajcini in sod., 2010). Primer, kjer pride do dediferenciacije 
sesalskih celic so Schwannove celice. Dediferencirajo se celice, ki sodelujejo pri regeneraciji 
perifernega živčevja, in sicer lahko pride do ponovne rasti aksona po njegovi poškodbi 
(Scheib in Höke, 2013). Kot drugi primer dediferenciacije celic je pomembno omeniti tudi 
renalne proksimalne tubularne epitelne celice, ki sodelujejo pri regeneraciji po akutni 
poškodbi jeter (Kusaba in sod., 2014). Vloga trombina pri sesalcih ni enaka kot pri dvoživkah, 
saj trombin pri sesalcih sodeluje pri pretvorbi protrombina v trombin, posledica tega je tvorba 
krvnega strdka (Straube in Tanaka, 2006). 
4.3.3  Transdiferencijski potencial    
Transdiferenciacija je proces, pri katerem se celice iz enega tkiva odraslega organizma 
spremenijo v specializirane celice drugega tkiva. Transdiferenciacija je naraven pojav in 
predstavlja enega izmed mehanizmov plastičnosti matičnih celic (Rožman in Jež, 2009). Pri 
pupkih in žabah lahko pride do popolne regeneracije očesne leče preko celične 
trandiferenciacije (Barbosa-Sabanero in sod., 2012).  
Pri sesalcih celjenje očesne leče poteče preko nepopolne regeneracije epitelnih celic očesne 
leče, brez transdiferenciacije drugih celic, kar otežuje popolno regeneracijo tkiva (Gwon, 
2006). Transdiferencijski potencial pri sesalskih celicah vendarle obstaja, vendar mora biti 
eksogeno stimuliran. Primer tega so iPSC (inducirane pluripotentne matične celice) (Zhao in 
sod., 2016).  
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Rakavo tkivo: Znano je, da neprestano celjenje tkiva pri sesalcih lahko vodi v tvorbo rakavih 
tkiv (Oviedo in Beane, 2009). Domneva se, da imajo močeradi na območju regeneracije 
sposobnost ustvarjanja okolja, ki je podobno embrionalnemu, zaradi česar lahko pride do 
reprogramiranja tumorskih celic (Hendrix in sod., 2007). Zato se domneva, da je prisotnost 
rakavih celic pri dvoživkah manjša predvsem na račun njihove izjemne regenerativne 
sposobnosti, manj pa zaradi protirakavih celičnih mehanizmov (Fior, 2014). 
4.3.4  Regeneracijski geni   
Izražanje genov vpliva na delovanje celic. Selektivno izražanje genov lahko že pri istem 
organizmu vpliva na regenerativno sposobnost različnih tkiv. Ena izmed hipotez pravi, da so 
v procesu regeneracije pri živalih, ki so sposobne regeneracije v večji meri, izraženi specifični 
geni (Zhao in sod., 2016). To hipotezo potrjuje eden izmed genov, specifičnih za močerade, 
Prod1. Gen je izražen v blastemi, protein pa je zaslužen za ustrezno rast in razvoj tkiva med 
potekom regeneracije uda pri močeradih (Garza-Garcia in sod., 2010). Druga domneva pa je, 
da so regenerativni geni prisotni pri večini organizmov, k regeneraciji pa pripomorejo le pri 
nekaterih organizmih, običajno organizmih z večjo regenerativno sposobnostjo (Zhao in sod., 
2016). Primer tega je rastni faktor FGF20a, prisoten pri navadnih cebricah (Danio rerio), ki 
se izraža kmalu po amputaciji plavuti in inducira regeneracijo plavuti ter pripomore k 
uravnavanju pravilne tvorbe blasteme (Whitehead in sod., 2005).  
Ortologov gena Prod1 niso našli niti pri sesalcih, niti pri drugih dveh bolj pomembnih 
modelnih organizmih za študije regenerativne sposobnosti krempljarkah (Xenopus) in 
navadnih cebricah (Danio rerio) (Garza-Garcia in sod., 2010). V primeru rastnega faktorja 
FGF20a pa je sicer znan ortolog tega gena pri sesalcih, vendar ni povezan s procesom 
regeneracije (Zhao in sod., 2016). 
4.3.5  Epigenetski regulatorji 
Na splošno pride pri visoko metilirani DNA do represije genskega izražanja, nasprotno pa 
pride pri nizki ravni metilacije DNA do lažjega izražanja genov, kar se odraža tudi pri 
regenerativno pomembnih genih (Zhao in sod., 2016). Nivo metilacije ravno tako korelira z 
dediferencijskim potencialom. Tekom procesa dediferenciacije najprej pride do demetilacije, 
čemur sledi de novo metilacija DNA (Powell in sod., 2013). Na ta način se lahko ustvarijo 
metilacijski vzorci, ki so potrebni za posamično razvojno stopnjo celice. Metilacija gena Shh 
(sonic hedgehog) pri različnih razvojnih stopnjah krastače (paglavec, mlada žaba), vpliva na 
to ali bo prišlo do regeneracije uda ali ne. Pri obeh razvojnih stopnjah organizma sicer pride 
do tvorbe blasteme, vendar pri mladih žabicah pride do močne metilacije gena Shh v blastemi, 
za razliko od paglavcev, kjer je gen hipometiliran. Zaradi močne metilacije je gen pri mladih 
žabicah utišan in namesto regeneracije tkiva pride do tvorbe enostavne špičaste hrustančne 
strukture (Yakushiji in sod., 2007).  
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4.3.6  Imunski odziv   
Filogenetsko bolj primitivne dvoživke redu Urodela imajo šibkejši celični in humoralni 
imunski odziv v primerjavi z odraslimi dvoživkami redu Anura, predvsem glede na 
specifičnost, hitrost nastanka odziva, ter imunski spomin. V povezavi s tem je pomembno 
omeniti, da pri močeradih in pupkih lahko pride do regeneracije amputiranega uda tudi v 
odrasli stopnji, med tem ko ta proces pri odraslih žabah in krastačah, po metemorfozi ni ravno 
pogost (Zhao in sod., 2016). To nakazuje, da se regenerativna sposobnost zmanjšuje, tem 
močnejši oziroma bolj razvit je imunski odziv. Zaradi česar je najverjetneje regenerativna 
sposobnost sesalcev manjša, kot pri organizmih, ki imajo šibkejši imunski sistem. Pomembno 
vlogo imajo tudi makrofagi, saj pri »regeneraciji« uda močeradov brez makrofagov ne pride 
do dejanske regeneracije, temveč zgolj do tvorbe brazgotine (Jež, 2013). Poleg makrofagov 
pri imunskem odzivu sodelujejo tudi fibroblasti, ki pri močeradih po poškodbi vstopijo v 
začetne faze dediferenciacije in sodelujejo pri tvorbi blasteme (Fior, 2014). 
Pri sesalcih pride do izgube regenerativne sposobnosti, ki jo imajo v stanju zarodka predvsem 
zaradi postopnega zvišanja nivoja imunskih celic in proinflamatornih citokinov (Mescher in 
Neff, 2005; Larson in sod., 2010). Pri miškah so proučevali vlogo makrofagov M1 in M2. 
Proinflamatorni makrofagi tipa M1 v veliki meri izločajo proinflamatorne citokine, kar se 
lahko odraža v stimuliranju fibroze in tvorbi brazgotin. Med tem ko antiinflamatorni 
makrofagi tipa M2 delujejo bolj regenerativno, sodelujejo pri celjenju ran in obnavljanju 
tkiva. Ugotovili so, da polarizacija makrofagov tipa M2 v tip M1 po kotitvi miške vpliva na 
manjšo regenerativno sposobnost določenih tkiv in organov (Aurora in Olson, 2014). 
Vplivanje na imunski odziv (npr. polarizaciji makrofagov) v točno določenem časovnem 
okviru bi lahko predstavljala nove strategije spodbujanja regeneracije (Zhao in sod., 2016).  
5 PRIMERI REGENERACIJE IN DEJAVNIKOV, KI VPLIVAJO NA 
REGENERACIJO PRI DVOŽIVKAH 
V tem poglavju so predstavljene nekatere raziskave na področju regenerativnega potenciala 
pri dvoživkah v zadnjih nekaj letih. 
5.1  DVOŽIVKE REDU Caudata    
5.1.1  Regeneracija hrbtenjače pri mehiškem aksolotlu (Ambystoma mexicanum) 
Aksolotli veljajo za neotenične živali, kar bi lahko bil razlog za tako veliko regenerativno 
sposobnost. V študiji so proučevali regenerativno sposobnost hrbtenjače ob umetno inducirani 
metamorfozi s pomočjo tiroidnih hormonov, saj je znano, da se po metamorfozi regenerativni 
potencial zmanjša. Uporabili so 6-8 mesecev stare živali, katerim so poškodovali del 
hrbtenjače. Živali se takoj po poškodbi niso mogle premikati ali hoditi, a že po 2 tednih so 
zaznali odzivni refleks. Po 2 do 3 mesecih pa so bile živali ponovno sposobne hoditi, kar 
Hrovat K. Regenracijska sposobnost tkiv pri dvoživkah. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
10 
 
nakazuje na funkcionalno obnovo hrbtenjače. S tem so potrdili, da obstaja možnost, da bi 
odrasle živali po (inducirani) metamorfozi uspele ohraniti vsaj del regenerativne sposobnosti 
(Demircan in sod., 2020).  
5.1.2  Regeneracija uda pri človeški ribici (Proteus anguinus)    
Na slovenskem je bil v preteklem letu odkrit in zabeležen regenerativni proces celjenja noge 
pri človeški ribici (Proteus anguinus), ki spada v red dvoživk Urodela. Uspeli so posneti 
uspešno regeneracijo odgriznjenega dela noge ene izmed mlajših živali. Poškodba je nastala v 
mesecu marcu leta 2018 (približna starost živali je bila 2 leti) in je od formacije blasteme, 
začetne formacije prstov, pa do končno regeneriranega uda v mesecu avgustu leta 2019 
preteklo kar leto in pol (Senica, 2019). Omenjena regeneracija je potekala dlje, kot to na 
primer poteče pri mehiškem aksolotlu, ravno tako predstavniku redu Urodela (Alibardi, 
2018). Kar zgolj nakazuje, da se regeneracijski potencial razlikuje ne le med redovi dvoživk, 
temveč tudi znotraj posamičnih redov.  
Glede na to, da je bila regenerativna sposobnost pri človeški ribici odkrita šele pred 
nedavnim, ostaja še mnogo prostora za najrazličnejše raziskave na temo regenerativnega 
potenciala pri tem organizmu. Organizem velja za endemit in je njegova razširjenost omejena 
predvsem na dinarsko-kraško področje, kar bi lahko otežilo morebitne raziskave. 
5.2  DVOŽIVKE REDU Anura 
5.2.1  Regeneracija ventrikla srca pri Xenopus tropicalis 
V študiji so leto dni stari žabi odstranili približno 10 % tkiva ventrikla, od apeksa (konice) 
srca navzgor in opazovali potek regeneracije. V prvih 16 dneh po inducirani poškodbi so 
zasledili, da je prišlo do preureditve kolagena in produkcije fibroznega tkiva, ki se je tekom 
regeneracije zmanjševal. Pri dveh tretjinah živali pa je tako po 30, kot po 60 dneh prišlo do 
popolne regeneracije tkiva glede na morfologijo in izgled. Pri ostali tretjini živali je prišlo do 
celjenja – nepopolne regeneracije, ki je bilo po morfologiji zelo podobno tkivu srca. Pri 
popolni regeneraciji tkiva, do adhezije celic ni prišlo, opažena pa je bila adhezija nepopolno 
regeneriranega tkiva srca na sosednje periferno tkivo. Predvidevajo, da je bilo celjenje 
oziroma regeneracija uspešna, torej je prišlo do tvorbe funkcionalnega tkiva, saj so živali 
preživele vsaj 60 dni (Liao in sod., 2017).  
Zaključili so, da je tekom regeneracije pomembna proilferacija endogenih kardiomiocitov. 
Ravno tako ima veliko vlogo pri regeneraciji hitra koagulacija krvi po amputaciji, ki prepreči 
nadaljnje krvavenje kot to običajno poteka pri sesalcih, kjer ne pride do tako hitre koagulacije 
krvi, kar lahko povzroči smrt organizma. Domnevajo da je izguba sposobnosti hitre 
koagulacije krvi pri sesalcih vplivala na to, da raje pride do hitrega celjenja s tvorbo 
brazgotin, namesto do regeneracije (Liao in sod., 2017).  
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5.2.2  Regeneracija kosti pri Xenopus tropicalis 
V študiji so uporabili paglavce v fazi preobrazbe, katerim so na vrhu glave med očmi izvrtali 
0,5 mm luknjo v kost in s tem inducirali poškodbo kosti. 5 dni po poškodbi so že opazili, da 
se je kožno tkivo regeneriralo, po 7 dneh je regeneracija kosti napredovala in po 15 dneh je s 
pomočjo de novo osifikacije prišlo do popolne zacelitve. Opazili so, da se sestava 
mineraliziranega matriksa po 15 in 30 dneh po inducirani poškodbi razlikujeta. In sicer tkivo 
je precej bolj organizirano po 30 dneh, v primerjavi s 15im dnem (Muñoz in sod., 2018).  
Pokazali so, da v tem primeru regeneracija tkiva poteka po intramembranski (primarni) 
osifikaciji, brez sodelovanja hondrocitov in hrustančnega tkiva, pri čemer staro kostno tkivo 
služi kot vir osteoprogenitorjev. Avtorji ocenjujejo, da je ta študija zanimiva predvsem z 
vidika izboljšanja intramembranske regeneracije kosti pri sesalcih v prihodnosti (Muñoz in 
sod., 2018). 
5.2.3  Regeneracija kožnega tkiva pri navadni krempljarki (Xenopus laevis)    
V študiji so uporabili odrasle žabe in izrezali tkivo vključno s plastjo dermisa velikosti 
približno 1-2 mm stranice kvadrata na treh različnih mestih: zgornji ud, telo in tkivo med 
očmi. Po 1 mesecu je prišlo do skoraj popolne regeneracije tkiva, vključno s plastjo dermisa, 
ter žlezami brez vidne tvorbe brazgotinskega tkiva pri vseh treh primerih inducirane poškodbe 
(Otsuka‐ Yamaguchi in sod., 2017).  
Rezultati nakazujejo, da se mononuklearne celice kopičijo pod plastjo epidermisa. 
Domnevajo, da celice, podobne blastemskim, ki sodelujejo pri regeneraciji tkiva pri vseh treh 
induciranih poškodbah, pridejo iz subkutanega tkiva, vendar njihov izvor še ni bolj natančno 
določen. Omenjena raziskava je perspektivna predvsem z vidika uporabe novih metod pri 
uporabi avtolognih celic v regenerativni medicini za obnavljanje poškodovanega tkiva 
(Otsuka‐ Yamaguchi in sod., 2017). 
5.2.4  Regeneracija očesa pri navadni krempljarki (Xenopus laevis) 
V študiji so uporabili embrie v 27. fazi razvoja in jim kirurško odstranili eno izmed očes. Po 
šestih urah je prišlo do povečane mitotske aktivnosti, po 5 dneh pa je prišlo do ponovne rasti 
očesa običajne velikosti, ki se po morfologiji in tkivnih plasteh ni razlikovalo od kontrolnega, 
drugega očesa živali. Med razvojem novega očesa so opazili časovni zaostanek v razvoju, v 
primerjavi z drugim očesom živali, ravno tako so določili tudi porast apoptotičnih celic na 
strani inducirane poškodbe (Kha in sod., 2018). 
Z uporabo apoptotičnih inhibitorjev so potrdili, da je za uspešno regeneracijo potrebna 
apoptoza. S pomočjo testa za preizkus vidnega odziva pa so potrdili, da se je novo nastalo 
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tkivo regeneriralo do funkcionalnega stanja, in omogoča živalim vsaj del normalnega vida – 
razlikovanje med belim in črnim ozadjem (Kha in sod., 2018).  
5.3  DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA REGENERACIJO 
5.3.1  Od ROS odvisna nevrogeneza in regeneracija možgan 
V študiji so uporabili odrasle pupke vrste Notophthalmus viridescens in jih najprej izpostavili 
hipoksičnim razmeram in nato koncentraciji kisika v običajnem okolju. Ta sprememba 
povzroči t.i. odziv na poškodbe, zaradi česar pride do izgube nevronov, aktivacije mikroglia 
celic, ponovnega vstopa nevralnih matičnih celic v celični cikel in povečano nevrogenezo 
(Hameed in sod., 2015). 
Opazili so, da po omenjenem tretmaju pride do apoptoze nevralnih celic, kar nakazuje na t.i. 
izgubo nevronov v možganih. Ravno tako pride do povečanja nevrogeneze, aktivacije 
mikroglia celičnega odziva, ki naprej spodbudi aktivacijo ependimoglia celic. Poviša se tudi  
nivo reaktivnih kisikovih spojin (ROS) v mitohondrijih, ki se jih da blokirati z uporabo 
tarčnih antioksidantov. Ocenjujejo, da so ravno ROS odgovorni za t.i. izgubo nevronov. 
Proliferacija nevralnih matičnih celic (NSC) v tem primeru poteče spontano. Odkrili pa so 
tudi, da sta proliferacija ependimoglia celic in regeneracija nevronov odvisna od prisotnosti 
ROS tudi v okolju z običajno koncentracijo kisika. Povečana ROS signalizacija je torej 
pomembna za aktivacijo nevralnih matičnih celic, ki nadomestijo izgubljene nevrone, ravno 
tako so NSC manj dovzetne za apoptozo, povzročeno z ROS (Hameed in sod., 2015). 
6    PRIMERI NEKATERIH APLIKACIJ NA SESALSKE CELICE        
6.1  AMBLOXE LIPOGENAZA VPLIVA NA MIGRACIJO CELIC 
V tej študiji so uporabili gen AmbLOXe, ki so ga pridobili iz 5 dni starih blastem uda albino 
mehiškega aksolotla. Protein LOX, izražen v epidermalnih celicah pri sesalcih vpliva na 
diferenciacijo keranocitov, v splošnem pa lipoksigenaza (LOX) vpliva na signalizacijo pri 
celjenju ran pri sesalcih. Zato so domnevali, da bi podoben gen pri dvoživkah lahko imel 
podobno funkcijo. Našli so homolog epidermalne lipoksigenaze pri aksolotlu, AmbLOXe. 
Sekvenco omenjenega gena so s pomočjo vektorja vstavili v humane osteosarkoma celice U2-
OS, ter humane spontano nesmrtne keratinocite, celice HaCaT (Menger in sod., 2011).  
Izražanje gena AmbLOXe so pri dvoživki potrdili v blastemi predhodno poškodovanega uda, 
tkivih kože, ter celotnem embriu, med tem ko niso zaznali nikakršnega izražanja gena v 
nepoškodovanem udu. Kar potrjuje, da se gen izraža le v poškodovanem tkivu, kjer je 
potrebna regeneracija. Glede na rezultate domnevajo, da izražanje gena AmbLOXe pri 
dvoživkah vpliva na migracijo in proliferacijo celic. Po indukciji poškodbe (praska) enoslojne 
plasti humanih celic so prišli do zaključkov, da izražanje gena AmbLOXe v humanih celicah 
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močno zmanjša premer inducirane poškodbe, v primerjavi s kontrolnimi celicami in celicami 
z izraženim humanim genom LOX. S čimer so potrdili, da se obe skupini uporabljenih 
humanih celic odzivata na izražanje gena, ki stimulira celično migracijo. Ti zaključki 
nakazujejo, da so odzivni mehanizmi med organizmi še vedno relativno ohranjeni. Rezultati 
so spodbudni tudi z vidika potencialnega vplivanja na humane celice brez genetskega 
poseganja vanje (Menger in sod., 2011).  
6.2  PROTEIN NAG VPLIVA NA  SINTEZO KOLAGENA   
Protein NAG se izraža v Schwannovih celicah regenerirajočih se aksonov. V študiji so 
preučevali učinek gena na dermalne fibroblaste. Predvidevali so, da bo imel protein 
inhibitorni učinek na sintezo kolagena, saj navadno velika sinteza kolagena rezultira v tvorbi 
brazgotine (Al-Qattan in sod., 2013). 
Sintetično so ustvarili in spremenili določene lastnosti zaporedja gena nAG iz pupka vrste  
Notophthalmus Viridescens. Gen so vstavili v primarne humane celice fibroblastov s pomočjo 
lipofekcije. Dokazali so, da se po transfekciji gen nAG izraža v celicah ter inhibira 
proliferacijo celic tako po 24h, kot po 48h v primerjavi s kontrolo. Ravno tako poteče 
inhibicija sinteze kolagena tipa I in tipa III, v primerjavi s kontrolo. Inhibicija je bila bolj 
izražena v primeru kolagena tipa III. Podobne rezultate so zabeležili tudi ob uporabi faktorja 
TGF-1 v gojišču (Al-Qattan in sod., 2013). 
Na podlagi rezultatov so zaključili, da gen nAG spodbuja tako manjšo produkcijo kolagena, 
kot njegovo razgradnjo tudi ob prisotnosti faktorja TGF-1 (Al-Qattan in sod., 2013). Kar je 
zanimivo, saj pride pri patološki fibrozi do povišanja ravni sinteze kolagena – problematičen 
je predvsem kolagen tipa III – njegova razgradnja pa je zmanjšana (Oliveira in sod., 2009). 
Ravno tako lahko pri sesalcih pride do fibroze, če je faktor TGF-1 izražen v veliki meri 
(Zunwen in sod., 2012). Rezultati so zanimivi predvsem z vidika zmanjšanja prevelike sinteze 
kolagena, kar bi lahko zmanjšalo raven fibroze, ter povečalo regenerativno sposobnost tkiv pri 
sesalcih. 
6.3  VPLIV CELIČNEGA EKSTRAKTA PUPKA NA SESALSKE CELICE 
Celični ekstrakt odraslega pupka (Notophthalmus viridescens) so uporabili pri kultivaciji 
mišje celične linije miotubulov C2C12, ter primarne celične linije humanih mioblastov. 
Primarni celični ekstrakt so pridobili tako, da so živalim amputirali ud, ter po nekaj dneh 
zbrali novo, regenerirano tkivo. Sekundarni pa tako, da so isti ud ponovno amputirali, in nato 
zbrali ustrezno tkivo (Kawesa in sod., 2015). 
Diferencirane celice C2C12 lahko ponovno vstopijo v celični cikel, vendar je to bolj značilno 
za celice z manjšim številom jeder. Rezultati tudi nakazujejo, da so v celičnem ekstraktu 
prisotni določeni dejavniki, ki spodbujajo ponovni vstop celic v celični cikel, a ne morejo priti 
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preko celične membrane. Večji odziv celic so opazili pri uporabi sekundarnega celičnega 
ekstrakta. Ravno tako so določili, da pri celicah C2C12 pride do down-regulacije markerjev, 
specifičnih za diferencirane mišične celice, ter manjše ekspresije gena p21, značilnega za 
proces diferenciacije (Kawesa in sod., 2015). 
Ponovnega vstopa v celični cikel pri primarni celični liniji (humane celice) niso zaznali. V 
nasprotju s celično linijo C2C12, po injiciranju celičnega ekstrakta v celice primarne celične 
linije pride zgolj do fragmentacije večjedrnih celic v miocite (eno ali dvojedrne celice), ne pa 
tudi do ponovnega vstopa v celični cikel (Kawesa in sod., 2015). 
V splošnem so dokazali, da ob dodatku celičnega ekstrakta pride do zavrtja diferenciacije pri 
obeh celičnih linijah. Domnevajo, da je pri celični liniji C2C12 prišlo do mutacij, ki so 
izključno tem celicam omogočile ponoven vstop v celični cikel (Kawesa in sod., 2015).  
7 ZAKLJUČKI 
Dvoživke imajo med vretenčarji res enega izmed bolj dovršenih sistemov za uspešno, 
funkcionalno regeneracijo tkiv ali organov. Po morfologiji so dovolj podobne bolj razvitim 
vretenčarjem, sesalcem, da so različne raziskave na področju regenerativnega potenciala 
upravičene. Kljub temu, da je nekaj dejavnikov in mehanizmov, ki sodelujejo pri regeneraciji 
tkiv ali organov pri dvoživkah že znanih, pa nekaterih specifičnih molekul oziroma 
molekularnih odzivov ne poznamo dovolj podrobno, da bi lahko določili vzročno-posledični 
odnos posameznega dejavnika. Ravno tako je pri nekaterih živalskih modelih možno opaziti 
popolnoma drugačen ali celo nasproten celični odziv ob uporabi enakega dejavnika. Tako na 
primer lahko določen dejavnik oziroma celična pot pri enem organizmu spodbudi potek 
regeneracije, pri drugem pa ga celo zavre. Celični odziv se ne razlikuje zgolj glede na vpliv 
različnih dejavnikov, nanj vpliva tudi različna časovna stimulacija ter lokacija izražanja. Zato 
lahko isti dejavnik v istem organizmu, če je prehitro oziroma prepozno induciran povzroči 
zavrtje regenerativnega procesa. Ravno tako lahko pride do regeneracije določenega tkiva ali 
organa, med tem ko se drugo tkivo ali organ na isti dejavnik niti ne odzove. 
Ker so razlike opazne tako med posameznimi predstavniki istega razreda (dvoživke), kot tudi 
posameznimi tkivi v istem organizmu, bo v prihodnje potrebno preučiti potencialno najboljše 
kandidate, odgovorne za regeneracijo posameznega tkiva ali organa ne zgolj na sesalskih in 
humanih celičnih linijah, kot se to počne že sedaj, temveč tudi na različnih sesalskih modelih. 
Težavo predstavljajo tudi geni, ki so specifični za določen organizem in bi jih bilo tako morda 
potrebno vnesti v genom organizma, pri katerem želimo preučevati potek regeneracije. Kljub 
temu že opažamo, da določenih zaključkov ne moremo prenesti na človeka kar direktno iz 
sesalskih modelov. Zaradi vseh predhodno naštetih ovir še ne moremo točno določiti v 
kolikšni meri se bodo lahko rezultati takšnih raziskav dejansko prenesli v klinično uporabo, v 
vsakem primeru pa bodo pripomogli k razumevanju dejavnikov in celičnih mehanizmov, 
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značilnih za regenerativen proces. Predvsem bo pomembno določiti na katere zunanje 
stimuluse se različne humane celice sploh odzivajo.  
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